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Im Auftrag 



Zusammexif as sung 

^^^^^^^^^^^^^^^ 

Die Erfindung :betrifft ein Verfahrsn zur kovalenten Immbblli- 
sierung von sionden-Biomolekttlen an organischen Oberflachen 
unter Verwendiing von photoreaktiven Vernetzern mit denen die 
Sonden-BiomollkUle an einer organischen Oberflache kovalent 
iiomobilisiert iwerden. Die Immobilisierung findet dabei durch 
Aufbringen der sonden-Biomolektile und der photoreaktiven Po- 
lymere und anschliefiende Vernetzung statt. 
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Verfahr^n sur ikovalentan Immobilisierung von Biomol^kulen 
organischen OfcM&r r lichen 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur kovalenten immobili- 
5 sierung von sionden-BiomolekUlen an organischen oberflachen 
wie Polymeroberflachen oder Oberf Ittchen von anorgischen Sub- 
straten modif iziert, mit selbstorganisierten Monolagen unter 
Verwendung voh photoreaktiven Vernetzem mit denen die Son- 
den-Biomolektlle an einer organischen Oberflache kovalent im- 
a o mobilisiert wdrden. Als Vernetzer werden Polymere oder Co- 
polymer mit photoreaktiven Gruppen verwendet, die nacn dem 
Aufbringen so^ohl das Sonden-Biomolekiil binden, als auch die 
kovalente ■ Bindung zur Oberflache gewahrleisten. 

> 

* 

In den letzten Jahren haben in der Analytik Techniken immer 
mehr an Bedeut^ng gewonnen und es sind zahlreicne Festphasen- 
systeme auf der Grundlage von selbstorganisierten Monolayern 
(engl. »self-assembled monolayers«, »SAMs«) aus hifunktionel- 
len Molektilen (engl. »Linker«) entwickelt worden, tiber die 
20 spesifisch Frobenmolekule an die Oberflache des festen Tra- 
gers gekoppelti bzw. konjugiert werden, an der dann auch der 
Naehweis mit tfUfe von geeigneten Markierungen (beispielswei- 
. 3e radioaktiv," gefSrbt, f luoreszierend) erfolgt. 

Ftir diese Systeme hat sich in Analogie zu den elektronischen 
Mikro-Chips die Bezeichnung Sensor-Chips eingebiirgert . Im 
Falle der Konjjugation von biologischen Molektilen (sog. »Bio- 
konj ligation*) an seiche Sensor-Chips, beispielsweise Oligo- 
nukleotiden oder Antikorpern, spricht man auch von Bio-Chips . 
30 Die Kopplung an die Trageroberf lache kann direkt oder indi- 
rekt erfolgen, Ein Beispiel ftir eine indirekte Kopplung 1st 
die Kopplung eliner nachzuweisenden Nukleinsauresequenz durch 
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Hybridisierung an ein immobilisiertes, komplementares Oligo- 
nukleotid aisi sonde. In diesem Fall hat die Verwendung der " 
Sonde noch dsn Vbrteil der natttrlichen Spezifitat der Wech- 
seiwirkung bidlogischer Makromolektlle. 

Typischerweise, werden zur Herstellung von sensor-Chips Ober- 
f lachen aus Metall- bzw, Halbmetalloxiden, wie z.B. Alumini- 
umoxid, Quarzglas, Glas, in eine Losung von bifunktionellen 
MolekUlen (sog. »Linker«) , die beispielsweise eine Halogensi- 
10 lan- U.B. Ch^orsilan-) oder Alkoxysilangruppe zur Kopplung 
an die Trageroherf lache aufweisen, getaucht, so daJS sich ein 
selbstorganisijerter Monolayer (SAM) bildet. Dieser weist in 
diesem Fall eine Dicke von wenigen Angstrdm aus. Die Kopplung 
der Linker an, die Proben- oder sondenmolekule erfolgt iiber 
is eine geeignete weitere funktionelle Gruppe, beispielsweise 
eine Amino- oder Epoxygruppe (EP0117 6422) . Geeignete bifunk- 
tionelle Linked fur die Kopplung einer Vielzahl von Proben- 
oder Sonden-Molekiilen, insbesondere auch biologischen Ur- 
sprungs, an eine Vielzahl von Trageroberf lachen sind dem 
2 o Facnmann gut bekannt, vgl. beispielsweise »Bioconjugate Tech- 
niques*: von G.'; T. Hermanson, Academic Press 1996. 

Ein Nachteil dieser reaktiven (und dadurch empf indlichen). 
Oberf lachen, z.B. Oberf lachen mit Epoxy-, Aldehyd- oder Ami- 
nofunktionen, ist deren oft nur begrenzte Haltbarkeit {wenige 
Wochen) , so dafi sie unter Luftabschlufi und / oder im Dunklen 
gelagert werden miissen. Zudem sind die resultierenden Bindun- 
gen zu den Bidmolektllen oder der' Oberf lache nicht langzeit- 
stabil. Alle diese Bindungen unterliegen Effekten wie der Hy- 
30 drolyse, wodurch die Verwendbarkeit und das Anwendungsspek- 
trum gravierend eingeschrankt wird. Insbesondere erlauben es 
die bestehend^n Methoden nicht, ' auf hydrophile Oberf lachen, 

i 




)atum 01.03.04 12:38 FAXG3 Nr: 756649 von NVS:FAXG3.10.0201/0761 20371 62 (Seite 4 von 15) 



1 2 :4S IMTEK GRENZFLAECHEN ^ 



0 



IS 



20 



30 



bzw. hydrophil beschichtete Oberflacnen zu drucken, ohne da* 
die Gefahr besteht, daB die Tropfen zerlaufen und dadurcb das . 
Druckergebuis jzuerstort wird. 

Die Immobilisierung von beispielsweise Nukleinsauren auf 
nicht reaktivin Polymer- bzw. Kunststof f /Plastikoberf lacben 
(z. B. als sonden sur Herstellung von Sensor/Bio-Chips) mit 
berko*«ulichenLMethoden 1st aber kompliziert und erfordert 

• * 

Aufgabe der Erfindung 1st daher die Bereitstellung eines ein- 
fachen und Seidell durebzufuhrenden Verfahrens zur kovalenten 
Ixnmobilisieruiig von Sonden-Biomolektilen an organiscben Ober- 
flachen wie Polymeroberf lachen Oder mit organisation Substan- 
2en modifizierite anorganische Substrate. Eine weiter'e Aufgabe 
der Erfindung ist e3 eine in Vergleich zum Stand der Tecbnik 
wesentlich ■ hOilere Bindekapazitat auf Tragersubstraten zu er- 
reicben. Bisbdrige Ansatze wie z.B. EP1144677 konnten dieses 
Problem nicht ' zuf riedenstellend lOsen. Eine weitere 'Aufgabe 
dieser Erfindiing ist die Bereitstellung einer stabilen Kopp- 
lungschemie unjd einer verbesserten Bedruckbarkeit Bedruckbar- 
keit von hydrophilen und bydrophoben Oberf lachen. 

i 
i 
* 

Erfindungsgemi wird diese Aufgabe durcb folgende technische 
Lebre. gelost; • 

a) ein quellbares, nicbt guervernetztes Polymer in dem pro 
PolymerJoette mindestens zwei identiscbe oder unter- 
schiedliOhe pbotovernetzbare Gruppen vorhanden sind 

b) miscben lies Polymers mit mindestens einem Biomolekiil 

c) aufbringen des Gemiscbes aus b) auf ein Substrat 

d) pnotovernetzen des Gemiscbes aus b) auf dem Substrat c) 
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In einer bevorzugten Aus fuhrungs form sind in dem Polymer 
eine Vielzahl an photovernetzbaren Gruppen vorhanden, so 
daft bei dem; Vernetzen die Biomolekule an das Polymer kova- 
lent gebundien werden, die polymermolektile an das Substrat 
kovalent gebunden werden und die Polymer ketten untereinan- 

« 

der quervernet2t werden. 



Der Vorteil d^r Erfindung liegt in der Mdglichkeit, auf unre- 
aktive Oberf lichen (z.B. silansierte Glastrager Oder Substra- 
te aus handelsilblichen Kunststof f en) ein viskoses Medium, zu 
drucken, das sehr einfach zu immobilisisieren ist, namlich 
durch Bestrah'lung mit Licht einer geeigneten Wellenlange. 
Gleichzeitig virird durch diesen Vorgang die Menge an Analyt, 
die gekoppelt iwerden kann, wesentlich erhoht, da eine pseudo- 
dreidimension4le Matrix aufgebaut wird. Klassische Probleme 
dreidimensionailer Matrizes, wie z.B. Verlauf ef f ekte des Medi- 
ums beim Drucken auf Polymergele, werden auf diese Weise zu- 
satzlich gelost,. 2udem muss nicht auf reaktive (und dadurch 
empfindliche) jOberf lachen gedruckt werden. Reaktive Oberfla- 
chen sind z.b| Oberf lachen mit Epoxy-, Aldehyd- oder Amino- 
funktionen. Reaktive Oberflachen weisen oft nur eine begrenz- 
te Haltbarkeit (wenige Wochen) auf und mussen unter Luftato- 
schlufi gelagert werden. Keine reaktive Oberflache bedeutet, 
dass Trager aus z.B. Polystyrol Oder Polymethylmethacrylat 
(EMMA) verwen&et werden konnen, die jahrelang stabil sind. 
Ein welter Vorteil ist, daB z.B. die Polymeroberf lachen nicht 
durch vorgeschaltete Prozessschritte wie z.B.. Plasmaprozesse 
hydrophilisiert werden mtissen, da die Zuganglichkeit der 
Oberflache zum ; Beispiel bei der oben definierten alternativen 
Aus fuhrungs form des erf indungsgemafien Verfahrens durch das 
gekoppelte (guellbare, benetzbare) Copolymer hergestellt 
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wird." Abgeseliien davon sind auiierdem die Oberf lacheneigen- 
schaften des jsubstrats (z.B. der Sensoroberf lache) in einfa- 
cher Weise sehr genau zu kontrollieren. Ein Beispiel fiir eine 
wichtige Oberiflacheneigenschaf t die mit Hilfe des hier be- 
schriebenen Verfahrens einfach kontrolliert warden kanii, ist 
die Benetzbarkeit . Ein weiterer . vorteil ist die vereinf achte 
Analytik, da j im Prinzip nur dafl Volumen des aufgebrachten 
Tropf ens bestkramt werden muS und sich .daraus die Anzahl der 
iramobilisierten Sonden unroittelbar ergibt. Dies ist bei den 
Verfahren des:standes der Technik zur Bindung von beispiels- 
weise DNA an SAMs kein triviales Unterfangen. 

* 

Die Erfindung|betrifft ferner eine organische Oberf lache wie 
eine Polymeroberfiache mit kovalent, vorzug$weise unter Mu- 
sterbildung (2*B* durch Aufdrucken) , darauf immabilisierten 
Sanden-Biomolekttlen, die nach einem oben definierten Verfah- 
ren erh&ltlich ist- 

| 

Die Erfindungi gibt ferner die Verwendung einer organischen 
> Oberfl&che wie einer Polymeroberf l^che mit unter Musterbil- 
dung darauf inuxiobilisierten Sonden-Biomoiektilen als Sensor- 
Chip an und betrifft nach einer weiteren Ausftlhrungsf orm au- 
fterdem ein medizinisches oder diagnostisches Instrument , da£ 
eine erf indungjsgema£e organische Qberflache wie eine Polymer- 
3 oberf lache oder einen damit erhaltenen Sensor-Chip aufweist- 

* 
» 

* i 

Vorteilhafte umd/oder bevorsugte Ausfuhrungsformen der Erfxn^ 
dung sind Gegehstand der Unteransprttche - 



o In einem bevorzugten Verfahren kann/ktfnnen die photoreakti- 
ve (n) Gruppe (n) unter Ben2ophenon Oder Derivaten davon. An- 
thrachinon oder Derivaten davon, Nitrophenylazid und Deriva- 
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ten und Thymidin oder Derivaten davon ausgewahlt warden. Wie- 
tere geeignte. Pilot ocrosslinker sind im Stand der Technik be- 
kannt und kfinnen z.B. von Firmen wie Pierce 
• ( www.piercenet.com ) bezogen werden. Generell kSnnen aber alle 
s chemischen Gruppen verwendet werden, die bei Bestrahlung in 

< 

der Lage sind! radikale oder andere reaktive Gruppen zu bil- 

« 

den . 

par das erfindungsgemafie Verfahren eignen sich als organische 
Oberflachen zj.B. Polymeroberflachen wie Oberflachen aus Cy- 
10 cloolefincopoiymeren (COCs) , Polystyrol, Polyethyien, Poly- 
propylen odeii Polymethylmethacrylat (PMMft., Plexiglas) . Ein 
geeignetes COG ist sum Beispiel das von Ticona unter dem Han- 
delsnamen »Topas« vertriebene. Es sei an dieser S telle aus- 
drttcklich darauf hingewiesen ; daft sich das erf indungsgeiuaJ5e 
Verfahren in ^bh^ngigkeit von den verwendeten photoreaktiven 
Gruppen far b4liebige organische Oberflachen eignet. Geeignet 
sind somit beispielsweise auch mit organischen Molektilen be- 
schichtete Oberflachen wie mit selbstorganisierteri Monolagen 
(engl. >>self assembled monolayers*;, SAMs) foeschichtete anor- 
20 ganische Substrate- Diese SAMs kdnnen selber vollig unreaktiv 
sein und somiir beispielaweise aus reinen Alkylsilanen bests- 

• ♦ 

hen. Zusatzlibh organischen Substraten sind auchandere 

Substrate geeiugnet, sofern diese in der £age sind bei radika- 
lischen Prozessen mit organischen Molekttien stabile Bindungen 
einzugehen (z.B, bororganische Verbindungen) . . 

In dem erf induhgsgem&J&en Verfahren kann das Sonden-Biomolekul 
beispielsweise ein Partner eines spezifisch wechselwirkenden 
Systems von kojaplementar'en Bindungspartnern ' (Rezeptor/Ligand) 
30 sein. 



15 



latum 01.03.04 12:38 FAXG3 Nr: 756649 von NVS:FAXG3.10.0201/0761 20371 62 (Seite 8 von 15) 



S1-S3-Q4 12:5Q IMTEK GRENZFL AECHEN 



jC V» W 



10 




15 



20 



30 



Rezeptoren sind, beispielsweise aber nicht ausschlie£lich: 
Nukleinsaurenj und der en Derivate (RNA, DNA, LNA, PNA) , Pro- 
teine, Peptidje, Polypetide und deren Derivate (Glycosamine, 
Antikftrper, Enzyme) aber auch Fetts&uren wie z-B. Arachidon- 
saure und andere Verbindungen, sofern diese spezifische Wech- 

» 

selwirkungen s mit mindestens einem zweiten Molekiil eingehen 
k$nnen* Weiteirhin groftere und zusanimengesetste Struktur^n wie 
z*B- Lioposonien, Memembranen und Membranf ragmente, Zellen, 
Zelllysate, 2ellf ragmente, Sporen und Mikroorganisman. 

Liganden sind] beispielsweise aber nicht ausschliefllich: Nu- 
kleinsauren und deren Derivate (RNA, DNA, LNA, PNA) , Protei- 
ne , Peptide, Polypetide und deren Derivate (Glycosamine, An- 
tikdrper, Ena^me) aber auch FettsSuren wie z.B. Arachidonsau- 
re und andere «Verbindungen, sofern diese spezifische Wechsel- 
wirkungen rait : mindestens einem zweiten Molekul eingehen kon- 
nen. Wei.terhih grQBere- und zusammengesetzte Strukturen wie 
z*B„ Lioposombn, Memembranen und Hembranf ragmente, Zellen/ 
Zelllysate, Zd.llf ragmente, Sporen und Mikroorganismen- 




Ein spezifisch wechselwirkendes Systems von komplementaren 
Bindungspartnern kann beispielsweise auf der Wechselwirkung 
einer Nukleins^ure mit einer komplement&ren Nukleinsaure, der 
Wechselwirkung einer Feptidnukleinsaure (PNA) mit einer Nu~ 

: 

kleinsSure, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ligand-, Lectin/- 
Zucker-, Antikdrper/Antigen-, Avidin/Biotin- oder Streptavi- 

* 

din/Bio tin-Wecfrselwirkung beruhen. 

Nattirlich kann: die Nukleins&ure eine DNA oder PNA sein, z.B* 
ein Oligonukleotid oder ein Aptamer oder auch eine sog. »LNA« 
wie unter www*proligo . com angeboten oder auch eine einpolyme- 

* 
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risierbare DljfA wie unter dem Handel snamen »Acrydite« unter 

i 

www.iuosa.ic-technologies.com angeboten. Auch Peptidnukleinsau- 
ren (PNAs) kowmen in Frage 

« 

Bel dem Antik£rpe±: kann es sich beispielsweise urn einen poly- 
klonalen, moiuoklonalen, chim&ren Oder »Single~chain«-Anti- 
kdrper Oder Win f unktionelles Fragment oder Derivat (mit . 
»funktionell« i ist gemeint, daft das Fragment/Derivat ein Anti- 
gen binden kann, ohne daft notwendigerweise eine Iinmunogenitat 

damit verbunden ist) eines derartigen Antikorpers handeln. 

i 

Irn folgenden Uird die Erfindung ohne Beschrankung unter Be- 

sugnahme auf konkrete Ausfuhrungsf ormen und Beispiele anhand 

von Nukleinsaiiren als Sonden-Biomolekttlen detail lierter er- 

■ 

l&utert. 



Herstellung d4s Copolymers: 

Ein Copolymer : kann aus einem eine UV-reaktive Gruppe aufwei- 
senden Monomer, einem reaktiven hydropiiilen Monomer gebildet 
werden- Z , B • 4-Methacryloyloxybenzophenon, Glycidoxymetiiacry- 
lat, Dimethyl ajcrylamid und Metkacrylsaure . 



Beispielsweise* kann durch Copolycnersisation von Dimethylacry- 
lamid und 4-Methacryloyloxybenzophenon in einem 100 : 1 

* 

(mol/mol) Gemiisch durcb sugabe von 1% AXBN (Azobisisobutyro- 
nitril) in eirie Losung der Monomeren in einem geeigneten L6- 
sungsmittel (sb-B„ 10% (v/v) Monomers in Chloroform) herge- 
stellt warden; Das ents'tandene Copolymer kann. durch Fallen 

» 

mit Diethyleth^r atagetrennt werden. 
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Das Copolymer; kann zum Beispiel' in einem geeigneten L3sungs- 
mittel gequollen unci zum Beispiel mit 5' Oligothymin naodifi- 
zierter Nukleinsaure wie DNA gemischt werden. 

■ 

« 

Das so substituierte Copolymer kann nun venaessen werden (um 
den DNA-Gehalfc su bestimmen) und auf fast beliebige organi- 
sed Polymeroberflachen als Substrat gedruckt warden. Die Im- 
mobilisierung. des Polymers erfolgt z.E. uber UV-Bestrahlung 
bei 260 nm f | 

Dieses Polymer kann Uber ein dem Fachmann bekannten Verfahren 
auf einen PMMA Substrat gedruckt werden. Die Immobilisierung 
des modif izie*ten Folymeren erfolgt hier sum einen tiber eine 
photoinduzierfce Kupplungsreaktion zwischen dem im Polymer 

» 

entHaltenen Benzophenon-Gruppen und dem Substrat, ausgelGst 
durch. UV-BestraHlung bei 260 nm und einer photoinduzierten 
Kupplungreaktion zwisciien dem Oligothtymin und dem Polymer. 



20 
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Verfahren 2ur kovalenten Imiaobilisierung von Molekulen 
an organischen Oberflachen, bei dem 

(a) ein i Sonden-Biomolekul mit einem Polymer oder Copo- 
lymer das mindestens zwei photoreaktiven Gruppen 
pro '.Molekul aufweist, gelost wird und 

(b) die Mischung aus (a) auf eine Oberfl&che aufge- 
bracht und durcti Bestrahlung mit Licht einer geeig- 
neten Wellenlange daran kovalent immobilisiert 

wird* 



%, Voxfahren zur kovalenten immobilisierung von sonden- 
BiomolekUlen an organischen Gberf lachen, bei d&m 
(a) ein ^Sonden-Biomoleklil mit einem Polymer oder Copo- 



(b) 



lym^r das mindestens zwei photoreaktiven Gruppen 
pro Molektil aufweist, gelost wird und 
die Mischung aus (a) auf eine Oberfl&che aufge- 
braqht und durch Bestrahlung mit Licht einer geeig- 
neten Wellenl&nge daran kovalent immobilisiert 

wirdj- 



0 



Verfahren: nach Anspruch 1 Oder 2 dadurch gekennzeichnet, 
da£ das Pblymer nach deiu Drucken quervernetzt wird* 

* 

Verfahrenj nach einem der vorhergehenden Anspriichen, wo- 
bei als photoreaktive Gruppe(n) (eine) unter Benzophenon 
Oder Derivaten davon, Anthrachinon oder Derivaten da von, 
Nitrophenylasid und Thymidin oder Derivaten davon ver- 
wendet wird/werden, 

• 1 
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Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprttche, wobei 

< 

die photoreaktive (n) Gruppe(n) Ultraviolett-reaktiv 
ist/s±iid : . 

t 

Verfahrej* nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei 
in dem in Anspruch 1 definierten Schritt (b) oder dem in 
Anspruch' 2 definierten Schritt (c> die Aufbrincfimg durch 

i ■ 

Aufdrucken unter Musterbildung erfolgt. 

i 

* 

i 

Verfahreii nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei 
die Polyi^eroberfiache aus Cycloolef incopolymeren, Poly- 
styrol, polyethylene' Polypropylen Oder Polyene thylmeth- 
acrylat besteht. 

■ 

* r 

j 

Verfahreiji nach einem der vorstehenden Ansprtiche, wobei 
als Sond^n-Biomolektil ein Partner eines specif isch wech- 
selwirkenden Systems von komplement&ren Bindungspartnern 
(Rezeptor/Ligand) verwendet wird* 

T 

I 

Verfahreii nach Anspruch 11 , wobei das spezifisch wech- 
selwirkerl.de System von komplementaren Bindungspartnern 
auf der Vvjechselwirkung einer Nukleinsaure mit ainer kom- 
plementaren ttukleins&ure, der Wechselwirkung einer Pep- 
tidnukleijnsmire mit einer Nufcleins&ure, der Ens ym/ Sub- 
strat-v Reseptor/Eff ektor-, Lectin/ zuckerr, Antikor- 
per/Anticfen-, Avidin/Biotin- oder Streptavidin/Biotin- 
Wechselwiirkung beruht. 

Verfahreni nach Anspruch 12, wobei die Nukleinsaure eine 
£NA Oder RNA oder ein Anaiogon davon 1st* 
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S1-B3-S4. 12:52 IMTEK GRENZFLAECHEN 



// 



1 



12 




11. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die DMA oder RNA ein 
Oligonukieotid ist. 

4 

12. Verfahre^ nach Anspruch 12, wobei der Antikorper ein po~ 
s lyklonal&r, raonoklonaler, chim&rer Oder »S ingle- chaiii«- 

■ 

AntikSrp^r oder ein funktionelles Fragment oder ' Der ivat 
eines deirartigen AntikSrpers ist, 

13. organised Oberflache mit kovalent darauf irnmobilisier- 
io ten Sonden-Biomolekulen, erhaltlich nach einem Verfahren 

nach. eiriem der AnsprUche 1 bis 15* 

i 

■ 

14. Organische Ofoerfl&che mit unter Musterbildung kovalent 
darauf irariobilisierten Sonden-Biomolektilen, erh&ltlich 

15 nach elnem Vsrfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15. 

* 

15. Verwendurig einer orgasiischen Oberfl&che nach Anspruch 17 
als Senscjr-Chip. • 



20 16, Medisinisches Oder diagnostisches Instrument, da£ eine 

organisch'e Oberfiache nach Anspruch 16 oder 17 aufweist. 
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